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INTISARI 
 
Penyakit degeneratif merupakan salah satu penyakit yang semakin berkembang di 
masyarakat akibat radikal bebas. Oleh karena itu, dibutuhkan antioksidan 
sehingga dapat menangkal radikal bebas yang dihasilkan dalam suatu reaksi 
oksidasi. Antioksidan dapat diperoleh dalam bentuk sintesis dan alami. Salah satu 
sumber tanaman yang memiliki potensi sebagai antioksidan alami adalah tanaman 
Afrika  (Vernonia amygdalina Del). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
mengukur aktifitas antioksidan dari fraksi Etil Asetatekstrak etanol Daun Afrika 
(Vernonia amygdalina Del) dengan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picryhydrazil) 
berdasarkan parameter nilai IC50. Sampel diekstraksi menggunakan metode 
maserasi dengan pelarut etanol 70%. Ekstrak etanol Daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del) kemudian difraksinasi dengan pelarut campuran etanol:air (2:3) 
dan dipartisi menggunakan pelarut Etil Asetat. Ekstrak hasil fraksinasi dilakukan 
identifikasi secara kualitatif kemudian diukur aktivitas 
antioksidannyamenggunakan metode DPPH. Konsentrasi uji fraksi Etil Asetat 
ekstrak etanol Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) dalam penelitian ini 
adalah 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm.Hasil identifikasi kualitatif fraksi Etil Asetat 
Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) menunjukkan bahwa Daun Afrika 
mengandung senyawa flavonoid, polifenol, tanin dan saponin. Hasil pengujian 
aktivitas antioksidan berdasarkan parameter IC50 menunjukkan fraksi Etil Asetat 
ekstrak etanol Daun Afrika(Vernonia amygdalina Del) memiliki aktivitas  
antioksidan pada kategori intensitas sangat kuat dengan nilai rata-rata IC50 sebesar 
36,539 ± 2,604 ppm. 
 
Kata Kunci : Antioksidan, Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del), DPPH, 
IC50. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Dalam kurun beberapa dekade terakhir ini, baik berita di dalam majalah, surat 
kabar, televisi, maupun diseminar ilmiah banyak membahas tentang radikal bebas 
dan penyakit degenaratif. Menurut World Health Organization (WHO) Penyakit 
degeneratif sendiri menyebabkan 17 juta orang diseluruh dunia meninggal setiap 
tahun diakibatkan kanker, serangan jantung, penuaan dini yang disebabkan oleh 
radikal bebas. 
 Radikal bebas adalah molekul atom yang kehilangan elektron dan  
menyebabkan molekul tersebut tidak stabil dan selalu berusaha mengambil 
elektron dari molekul atau sel lain (Ramadhan, 2015). Radikal bebas terjadi secara 
alami dan merupakan hasil proses metabolisme dari dalam tubuh, oleh karena itu 
tubuh membutuhkan antioksidan yang dapat membantu melindungi tubuh dari 
serangan radikal bebas (Winarsi, 2007). 
 Antioksidan adalah senyawa yang mampu memperlambat laju oksidasi,  
dalam antioksidan terdapat banyak komponen alami yang diproduksi sendiri oleh 
tubuh maupun dari makanan yang dikonsumsi. Antioksidan bekerja dengan 
menghentikan pembentukan radikal bebas dan meregenerasi kerusakan di dalam 
tubuh (Dalimartha dan Soedibyo,1999). 
 Antioksidan yang diperoleh secara non-enzimatis (dari luar tubuh) dapat 
berupa sintesis maupun alami. Penggunaan antioksidan berupa sintesis dapat 
menyebabkan efek kerusakan pada organ tubuh. Antioksidan alami dapat 
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ditemukan pada sayur-sayuran yang mengandung zat kimia alami seperti 
flavonoid dan vitamin C.  
 Hasil dari penelitian terdahulu memperlihatkan bahwa beberapa ekstrak 
tanaman memiliki senyawa antioksidan yang lebih efektif dan lebih aman 
daripada antioksidan sintetis, seperti butylated hydroxytoluene (BHT). 
Antioksidan memperlambat radikal peroksida atau  hidroperoksida dan 
menghambat mekanisme oksidatif, sehingga mencegah penyakit degeneratif, 
selain itu berguna sebagai anti tumor dan mempunyai efek pencegahan pada 
kerusakan hati (Mishra, 2010). 
 Salah satu tumbuhan berkhasiat obat yang digunakan masyarakat dalam 
pengobatan tradisional guna mengatasi radikal bebas yakni daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del). Daun ini mengandung senyawa flavonoid yang mampu 
mencegah berbagai penyakit terutama yang menyebabkan stres oksidatif. 
Penelitian terdahulu menemukan bahwa efek antioksidan dari flavonoid yang 
terkandung dalam daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) lebih kuat beberapa 
kali dibandingkan vitamin C dan vitamin E (Linder, 2006).  
 Penelitian yang dilakukan oleh Dillasamola (2016) tentang Uji Aktivitas 
Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Afrika Selatan (Vernonia amygdalina Del.) 
dengan Menggunakan Metode DPPH (1,1-diphenil-2-picryhidrazyl) menemukan 
bahwa ekstrak  etanol daun Afrika  memiliki aktivitas antioksidan intensitas kuat 
dengan nilai IC50  pada konsentrasi 10 ppm ± 10,506% . Oleh karena itu maka 
peniliti tertarik untuk melakukan penelitian terhadap daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del) dengan menggunakan fraksinasi. Penelitian yang akan dilakukan 
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berjudul UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK ETANOL DAUN 
AFRIKA (Vernonia amygdalina Del) FRAKSI Etil-Asetat DENGAN METODE 
DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl). 
B. Rumusan Masalah 
Apakah fraksi Etil-Asetat ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina 
Del) memiliki aktivitas antioksidan terhadap DPPH (1,1-Diphenyl-2-
Picrylhydrazyl)? 
C. Tujuan 
1. Tujuan Umum  
Mengetahui aktivitas antioksidan dari fraksi Etil-Asetat ekstrak daun 
Afrika (Vernonia amygdalina Del) dengan  metode DPPH (1,1-Diphenyl-
2-Picrylhydrazyl). 
2. Tujuan Khusus 
Untuk mendapatkan data kemampuan fraksi Etil-Asetat ekstrak etanol 
daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) menggunakan metode DPPH 
(1,1-Diphenyl-2-Picryhydrazyl) berdasarkan parameter IC50.  
D.  Manfaat Penelitian 
1. Bagi Peneliti 
Sebagai proses pengaplikasian ilmu pengetahuan yang telah peneliti 
dapatkan selama berada di Program Studi Farmasi Poltekkes Kemenkes 
Kupang. 
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2. Bagi Institusi 
Sebagai bahan tambahan studi kepustakaan di Program Studi Farmasi 
Poltekkes Kemenkes Kupang. 
3. Bagi Masyarakat 
            Sebagai bahan informasi tambahan bagi masyarakat.  
  
BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Tinjauan Tanaman Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
1. Klasifikasi 
 
Gambar 1. Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
 
Berikut adalah sistematika tumbuhan (Ibrahim, dkk., 2004) :  
Kingdom  : Plantae  
Divisi  : Spermatophyta  
Subdivisi : Angiospermae  
Kelas  : Dicotyledoneae  
Bangsa  : Asterales  
Suku  : Asteraceae   
Marga  : Vernonia 
Spesies : Vernonia amygdalina Del. 
2. Sinonim tanaman Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) memiliki sinonim layaknya bitter leaf 
(daun pahit) di Nigeria bagian utara disebut Shiwaka, Grawa di Amharic, Ewuro 
di Yoruba, Etidot di Ibibio, Onugbu di Igbo, Ityuna di Tiv, Oriwo di Edo, 
Chusar-doki di Hausa, Nan Fei Shu (Cina), dan daun kupu-kupu (Malaysia). 
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Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) juga memiliki nama daerah di Indonesia 
seperti daun pahit di pulau Jawa, dan daun insulin di kota Padang (Ijeh, 2010). 
3. Morfologi tanaman Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) memiliki ciri-ciri morfologi yang teridiri 
dari :  berkayu, batang tegak, dengan tinggi ±1-3 meter, berwarna cokelat gelap, 
daun majemuk, anak daun berhadapan, panjang ±15-25 cm, lebar ±5-8 cm, tebal 
±7-10 mm, bentuk lanset, tepi bergerigi, ujung lancip, pangkal membulat, 
pertulangan menyirip, berwarna hijau tua, akar tunggang (Ibrahim, dkk., 2004 
dan Ijeh, 2010). 
4. Kandungan kimia tanaman Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
Data penapisan fitokimia yang diperoleh dari penelitian Kharimah, dkk (2016) 
memperlihatkan bahwa tanaman Afrika (Vernonia amygdalina Del) memiliki 
senyawa kimia yang terkandung dalam daun sebagai berikut : 
Tabel 1. Kandungan Tanaman Afrika ( Vernonnia amygdalina Del.) 
Senyawa Simplisia Ekstrak 
Alkaloid (+) (+) 
Polifelolat (+) (+) 
Tannin (+) (+) 
Flavonoid (+) (+) 
Monoterpen/ Seskuiterpen (+) (+) 
Steroid/ Triterpenoid (+) (+) 
Saponin (+) (+) 
        ( Kharimah, dkk., 2016) 
5. Khasiat tanaman Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
Penggunaan tanaman Afrika (Vernonia amygdalina Del) secara empiris sering 
dilakukan masyarakat melalui pengolahan yang sederhana, yakni melalui cara 
meminum rebusan air dari daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) yang 
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berkhasiat untuk berbagai macam penyakit seperti obat kanker, mencegahan 
terhadap penyakit jantung, menurunkan kolesterol, mencegah stroke, mengatur 
gula darah, gangguan pencernaan, dan menurunkan berat badan.  
B. Tinjauan Radikal Bebas 
 
Gambar 2. Struktur Radikal Bebas DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil)  
 
      Radikal bebas adalah atom yang memiliki satu maupun lebih muatan elektron 
yang tidak berpasangan. Radikal bebas terdapat pada lingkungan, polusi, bahan 
makanan maupun zat adiktif. Sasaran utama radikal bebas adalah asam lemak tak 
jenuh yakni asam linoleat, protein, dan DNA termasuk karbohidrat dan dampak dari 
radikal bebas sendiri yakni penyebab penyakit degenaratif, kerusakan jaringan bahkan 
menyebabkan kanker  (Winarsi, 2007). 
C. Tinjauan Antioksidan  
   Senyawa antioksidan adalah senyawa pemberi elektron (electron donors). 
Secara biologis, pengertian antioksidan adalah senyawa yang mampu 
menangkal atau meredam dampak negatif oksidan dalam tubuh. Antioksidan 
bekerja dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang 
bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut bisa dihambat 
(Winarsi, 2007). 
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D. Pengujian Aktivitas Antioksidan Dengan Metode DPPH  
      Metode DPPH atau 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil adalah metode untuk 
menguji aktivitas antioksidan dari tanaman obat dengan menggunakan radikal 
bebas DPPH. Prinsip uji DPPH adalah mengukur kapasitas antioksidan yang 
langsung menjangkau radikal DPPH dengan pemantauan absorbansi pada 
panjang gelombang sekitar 510-520 nm  menggunakan spektrofotometer. 
Aktivitas antioksidan pada metode DPPH dinyatakan dengan IC50 (Inhibitory 
Concentration). IC50 adalah bilangan yang menunjukkan konsentrasi ekstrak 
yang mampu menghambat aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai 
IC50 berarti makin tinggi aktivitas antioksidan (Fathurrachman, 2014).  
  Tabel 2. Tingkat Kekuatan Antioksidan dengan Metode DPPH 
Intensitas Nilai IC50 (µg/mL) 
Sangat kuat < 50 
Kuat 50-100 
Sedang 101-150 
Lemah > 150 
      (Sumber : Hidajat, 2005) 
 
    DPPH merupakan radikal bebas yang stabil pada suhu kamar dan digunakan 
untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan atau ekstrak bahan alam. Interaksi 
antioksidan baik secara transfer elektron atau radikal hidrogen pada DPPH 
yaitu menetralkan radikal bebas DPPH dan membentuk DPPH tereduksi. Jika 
semua elektron pada radikal bebas DPPH menjadi berpasangan, maka warna 
larutan berubah dari ungu tua menjadi kuning terang. 
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Gambar. 3 Reaksi reduksi DPPH oleh donor atom  hidrogen 
 
E. Tinjauan Maserasi, dan Fraksinasi 
1. Maserasi 
Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan. 
Metode ini dilakukan dengan cara memasukkan serbuk tanaman dan pelarut 
yang sesuai ke dalam  wadah gelap yang tertutup rapat pada suhu kamar 
kemudian disimpan di tempat gelap selama 5 hari dan sesekali diaduk. 
Setelah direndam selama 5 hari, serbuk yang telah direndam disaring 
menggunakan kain flanel untuk diambil larutan kemudian dilakukan rendam 
lagi selama 2 hari berikutnya setelah itu larutan dipekatkan di waterbath 
hingga memperoleh ekstrak kental (Agoes, 2007). 
2. Fraksinasi 
Fraksinasi merupakan cara pemisahan yang bertujuan untuk memisahkan 
senyawa utama dari kandungan yang satu dengan kandungan yang lain 
dengan memanfaatkan sifat kepolaran zat. Fraksinasi dapat dilakukan secara 
partisi maupun kromatografi. Pemisahan senyawa dengan proses partisi 
dipengaruhi terutama oleh perbedaan polaritas solut yang dipisahkan. Hal 
ini disebabkan karena polaritas merupakan faktor yang menentukan daya 
10 
 
larut. Senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar dan senyawa 
non polar akan masuk ke pelarut non polar (Khasanah, 2011). 
3. Polaritas Pelarut 
Dalam bidang kimia, polaritas merupakan pemisahan muatan listrik yang 
mengarah pada molekul atau gugus kimia yang memiliki momen dipol atau 
multipol. Berikut tingkat kepolaran pelarut berdasarkan tingkat polaritasnya 
ditunjukan pada tabel 3. 
F. Tinjauan Spektrofotometri 
      Spektrofotometri merupakan salah satu metode analisa berdasarkan pada 
hasil interaksi atom atau molekul dengan radiasi elektromagnetik. 
Spektrofotometri UV-Vis memiliki dua daerah pengukuran yaitu daerah radiasi 
lembayung (ultraviolet) pada panjang gelombang 200-380 nm, dan daerah 
radiasi sinar tampak (visible) pada panjang gelombang 380-780 nm. Radiasi 
elektromagnetik pada molekul atau atom mengakibatkan terjadinya perubahan 
energi tereksitasi yang dikenal dengan energi translasi, energi rotasi, dan energi 
vibrasi (Rohman dan Gandjar, 2008). Semakin besar kecenderungan 
perpindahan elektron dan menyebabkan absorbsi sinar pada panjang 
gelombang yang lebih besar yaitu pada daerah sinar tampak. Keuntungan dari 
metode spektrofotometri adalah metode ini memberikan cara sederhana untuk 
menetapkan kuantitas zat yang sangat kecil, memperoleh hasil yang cukup 
akurat dimana angka yang terbaca langsung dicatat oleh detektor dan tercetak 
dalam bentuk angka digital ataupun grafik yang sudah diregresikan secara 
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sederhana instrumen spektrofotometri disebut spektrofotometer (Molyneux, 
2004).  
Tabel 3. Tingkat Polaritas Pelarut 
Pelarut Indeks Polaritas Kekuatan elusi 
FluroAlkana <-2 -0,25 
Sikloheksana 0,04 -0,2 
n-Heksan 0,1 0,01 
Karbon Tetraklorida 1,6 0,18 
Diisopropil eter 2,4 0,28 
Toluen 2,4 0,29 
Dietill eter 2,8 0,38 
Dichloromethane 3,1 0,34 
Tetrahidrofuran 4,0 0,57 
Kloroform 4,1 0,40 
Etanol 4,3 0,88 
Etil Asetat 4,4 0,58 
Dioksan 4,8 0,56 
Metanol 5,1 0,95 
Etilen Glikol 6,9 1,11 
Air 10,2 Besar 
 
  
BAB III 
METODE PENELITIAN 
 
 
A. Jenis Penelitian 
Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian deskriptif analisis. 
B. Tempat dan Waktu Penelitian 
      1. Tempat penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmakognosi dan Laboratorium 
Fisika Farmasi Program Studi Farmasi Politeknik Kesehatan Kementerian 
Kesehatan Kupang. 
2. Waktu penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan Juni-Juli 2018. 
C.   Variabel Penelitian 
1. Variabel bebas 
Variabel bebas dalam penelitian  adalah konsentrasi dari fraksi Etil-Asetat 
ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) 20, 30, 40, 50, dan 
60 ppm. 
2. Variabel terikat 
Variabel terikat dari penelitian  adalah persen peredaman dari konsentrasi  
fraksi Etil-Asetat terhadap radikal DPPH (1,1-Diphenyl-2-
Picrylhydrazyl). 
3. Variabel pengganggu 
Variabel  pengganggu dari penelitian adalah lingkungan tumbuh dan 
kepekaan alat spektrofotometer. 
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D. Kerangka Konsep 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Ket : Yang di teliti                        Yang tidak diteliti 
 
E.  Sampel dan Teknik Sampling 
     1.    Sampel  
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah fraksi Etil-Asetat   
ekstrak etanol  dalam  lima  seri konsentrasi yaitu 20, 30, 40, 50, dan 60 
ppm. 
 
     2.   Teknik sampling 
  Pengambilan sampel dilakukan dengan teknik purposif sampling dimana 
sampel yang diambil adalah daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) yang 
berwarna hijau dan segar. 
F.  Definisi Operasional 
1. Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah daun yang diambil dari Desa Kapan Kecamatan Mollo Utara 
Kabupaten Timor Tengah Selatan berwarna hijau segar pada helai ke lima 
      Variabel Bebas  
5 Konsentrasi Fraksi Etil-Asetat 
ekstrak etanol daun Afrika. 
Variabel Terikat 
Persen peredaman 
Variabel Penganggu 
Lingkungan tumbuh seperti lingkungan,     
umur tanaman dan kepekaan 
Spektrofotometer. 
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dari pucuk serta diambil pada saat fotosintesis  (Pukul 10.00 - 12.00) agar 
diperoleh zat yang maksimal. 
2. Ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) adalah ekstrak  
yang dihasilkan dari proses maserasi selama 5 hari dengan menggunakan 
pelarut etanol 70 % lalu diserkai menggunakan kain flanel setelah itu di 
remaserasi lagi selama 2 hari. Kemudian ekstrak diuapkankan di rotavapor 
dan dilanjutkan pemekatan di waterbath pada suhu 60 °C hingga 
memperoleh ekstrak pekat. 
3. Fraksi Etil-Asetat ekstrak etanol adalah hasil fraksinasi dengan   
melarutkan ekstrak pekat hasil maserasi ke dalam campuran pelarut 
etanol : air (2:3) kemudian dilakukan partisi dengan pelarut Etil-Asetat. 
Fraksi Etil Asetat yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan water bath 
pada suhu 60 °C. 
4. Persen peredaman adalah kemampuan fraksi Etil-Asetat ekstrak etanol 
daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) dalam meredam radikal bebas 
DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl) yang dinyatakan dalam persen. 
5. Aktivitas antioksidan daun Afrika adalah kemampuan fraksi Etil-Asetat 
ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) untuk meredam 
radikal DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl) berdasarkan nilai IC50. 
G.  Alat dan Bahan 
1. Alat 
Bejana maserasi (bejana kaca), cawan porselin, batang pengaduk, beker 
gelas (Pyrex), erlenmeyer (Pyrex), labu ukur (Pyrex), pipet ukur (Pyrex), 
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pipet, tabung reaksi (Pyrex), kertas perkamen, sendok tanduk, vial, neraca 
analitik kern, alumunium foil, rotavapor (Eyela), water bath GFL (Type 
1042), spektrofotometer UV-Vis (Shimadsu tipe W 1700). 
2. Bahan 
Simplisia daun Afrika (Vernonia amygdalina Del), etanol 70%, etanol 
96%, Etil-Asetat, DPPH (1,1-Diphenyl-2-Phycrilhidrazil), Vitamin C 
Baku, Aquades, H2SO4 P, HCl P, NaOH p.a, NaCl. 
H.  Prosedur Penelitian  
2) Persiapan dan Pembuatan serbuk simplisia daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del). 
Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) yang diambil berwarna hijau, 
muda dan segar, dipisahkan dari kotoran, dicuci dengan air mengalir, 
dirajang lalu dikeringkan dengan cara diangin-anginkan, kemudian 
dipisahkan dari sisa-sisa kotoran yang masih melekat. Simplisia kering 
kemudian diserbukkan menggunakan blender dan diayak dengan pengayak 
nomor 45 mesh. 
3) Ekstraksi dan Fraksinasi 
a.  Ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
Sebanyak 300 gram serbuk simplisia dimasukkan ke dalam bejana, lalu 
ditambahkan 2.250 mL etanol 70%, ditutup dan dibiarkan selama 5 hari 
terlindung dari cahaya, sambil diaduk-aduk. Kemudian diserkai dengan 
kain flanel. Ampas yang telah disaring ditambahkan 750 mL etanol 
70%, kemudian di tutup dan dibiarkan selama 2 hari setelah itu diserkai 
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kembali untuk diperoleh ekstrak cair. Ekstrak cair tersebut diuapkan 
dalam rotavapor dan dilanjutkan menggunakan waterbath dengan suhu 
60 °C hingga memperoleh ekstrak kental.  
b. Fraksi Etil-Asetat ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del). 
Proses fraksinasi mengacu pada metode Can-Ake dkk (2004) dengan 
sedikit modifikasi. Proses partisi dilakukan menggunakan pelarut 
etanol:air (2:3) dan Etil-Asetat. Sebanyak 30 gram ekstrak kental 
dilarutkan dalam 100 mL pelarut campuran etanol-air. Larutan 
selanjutnya dipartisi dengan menambahkan 100 mL pelarut Etil-Asetat, 
diaduk/digojok dalam corong pisah, didiamkan selama 30-60 menit dan 
dipisahkan lapisan yang terbentuk (lapisan etanol-air di bagian bawah, 
lapisan Etil-Asetat di bagian atas). Proses penambahan Etil-Asetat pada 
lapisan etanol-air dilakukan pengulangan tiga kali dan lapisan Etil-
Asetat yang diperoleh ditampung menjadi satu sebagai fraksi Etil-
Asetat. Hasil fraksinasi kemudian dipekatkan dengan water bath hingga 
diperoleh ekstrak kental. 
c. Identifikasi kualitatif fraksi Etil-Asetat. 
1) Identifikasi Flavonoid. 
Ekstrak kental fraksi Etil-Asetat  0,1 gram dilarutkan dalam 10 mL 
etanol kemudian dibagi kedalam empat tabung reaksi. Tabung 
pertama digunakan sebagai tabung kontrol atau tabung yang tidak 
diberi perlakuan, tabung kedua, ketiga, dan keempat berturut-turut 
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ditambahkan NaOH, H2SO4 pekat, dan serbuk Mg-HCl pekat. Warna 
pada masing-masing tabung dibandingkan dengan tabung kontrol, 
jika terjadi perubahan warna maka positif mengandung flavonoid 
(Gafur dkk, 2013). 
2) Identifikasi polifenol. 
Ekstrak kental fraksi Etil-Asetat ditimbang sebanyak 0,3 gram 
ditambahkan 10 mL aquadest panas, diaduk dan dibiarkan sampai 
mencapai suhu kamar, tambahkan 3-4 tetes larutan NaCl 10% diberi 
tetesan larutan FeCl3 terjadi perubahan warna menjadi hijau biru 
hingga hitam, menunjukkan adanya senyawa polifenol. 
3) Identifikasi tanin. 
Ekstrak kental fraksi Etil-Asetat dilarutkan 1-2 mL air, ditambahkan 
2 tetes larutan larutan FeCl3, timbulnya warna biru kehitaman 
menunjukkan adanya senyawa tanin galat dan jika berwarna hijau 
kehitaman menunjukkan adanya senyawa tanin katekol. 
4) Identifikasi saponin 
Ekstrak kental fraksi Etil-Asetat ditimbang sebanyak 0,1 gram 
dilarutkan dengan air panas sebanyak 15 mL kemudian dipanaskan 
selama 5 menit. Selanjutnya disaring dan filtratnya diambil sebanyak 
10 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Uji positif adanya 
saponin pada larutan ditandai dengan terbentuknya busa/buih dan 
setelah ditambahkan HCl 2 N busa/buih tetap terbentuk selama 10 
menit (Gafur dkk, 2013). 
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d. Uji Antioksidan metode DPPH 
1) Penyiapan larutan DPPH 0,5 mM 
Timbang 10 mg serbuk DPPH, dimasukkan kedalam labu ukur 50 
mL. Tambahkan sedikit etanol 95%,  lalu dikocok. Kemudian, 
tambahkan etanol 95% sampai tanda batas. 
2) Penyiapan larutan uji 
Pembuatan larutan induk dengan konsentrasi 1.000 ppm dengan 
cara menimbang 100 mg fraksi Etil-Asetat ekstrak etanol daun 
Afrika (Vernonia amygdalina Del.) kemudian dilarutkan dalam 
etanol 95% dalam labu ukur 100 mL, lalu ditambahkan etanol 95% 
sampai tanda batas. Larutan uji dari fraksi Etil-Asetat ekstrak 
etanol daun Afrika dibuat menjadi 5 seri konsentrasi yaitu 20, 30, 
40, 50, dan 60 ppm. 
3) Penentuan operating time 
Larutan uji dari ekstrak etanol daun Afrika dibuat berbagai 
konsentrasi. Konsentrasi uji yang dibuat adalah 20, 30, 40, 50, dan 
60 ppm. Ekstrak uji diambil dari konsentrasi terendah yaitu 2 ppm, 
dilakukan operating time. Operating time dilakukan dengan cara 4 
mL ekstrak uji ditambah larutan 0,5 mM DPPH sebanyak 1 mL. 
Larutan uji tersebut diukur pada menit ke 0, 10, 20, 30, 40, 50, dan 
60 pada panjang gelombang maksimum. 
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4) Penentuan Panjang gelombang maksimum 
     Sebelum melakukan pengukuran absorbansi fraksi Etil Asetat 
ekstrak Etannol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) dengan 
larutan DPPH menggunakan spektrofotometer UV-Vis terlebih 
dahulu dilakukan penentuan panjang gelombang maksimum 
DPPH. Penentuan panjang gelombang maksimum bertujuan untuk 
mengetahui besarnya panjang gelombang yang dibutuhkan larutan 
DPPH untuk mencapai serapan maksimal. Panjang gelombang 
yang digunakan berada pada panjang gelombag 517,80 nm. 
Panjang gelombang maksimum ini memberikan serapan paling 
maksimal dari larutan uji dan memberikan kepekaan paling besar.     
5) Pengukuran Absorbansi Peredaman Radikal DPPH  
Blanko, larutan uji, dan kontrol positif yang telah dibuat  
ditambahkan 1 mL larutan pereaksi DPPH 0,5 mM, dimasukkan 
dalam vial lalu dikocok. Larutan didiamkan selama 30 menit, 
kemudian dibaca serapannya pada panjang gelombang 517,80 nm. 
Blanko yang digunakan adalah etanol 95%. Untuk mengukur 
kepekaan dari radikal bebas DPPH maka sebelum melakukan 
pengujian sampel dilakukan terlebih dahulu uji menggunakan 
sampel vitamin C baku. 
I.   Teknik Analisa Data 
Hasil pengukuran absorbansi  dengan  menggunakan spektrofotometer 
UV-Vis digunakan untuk menghitung presentase peredaman radikal bebas 
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DPPH. Persen (%) peredaman radikal bebas DPPH dihitung dengan 
menggunakan rumus: 
Peredaman (%) =  x 100% 
Daya aktivitas antioksidan peredaman radikal bebas DPPH (persentase 
peredaman) fraksi Etil-Asetat ekstrak etanol daun Afrika serta vitamin C, 
dianalisis dan masing-masing dihitung nilai IC50  menggunakan analisis 
regresi linear. 
y = a + bx 
Keterangan : y = Persentase aktivitas antioksidan 
x = Konsentrasi larutan uji 
a = tetapan slope  
b = tetapan intersep 
Hasil perhitungan dimasukkan ke dalam persamaan regresi dengan konsentrasi 
ekstrak sebagai absis (sumbu X) dan nilai rata-rata persentase peredaman 
(aktivitas tiap konsentrasi) sebagai ordinatnya (sumbu Y). Hasil analisis 
regresi linear berupa nilai x, dimasukkan ke dalam rumus IC50 = antilog X dan 
ditentukan tingkat kekuatan antioksidan. 
  
BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
Sebelum melakukan proses ekstrasi sampel daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del.) terlebih dahulu dilakukan preparasi sampel dan diikuti 
dengan proses pencucian. Setelah dilakukan pencucian, sampel kemudian 
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan beberapa hari. Setelah dikeringkan 
sampel kemudian haluskan dan diayak hingga memperoleh serbuk halus. 
Serbuk halus kemudian dimaserasi menggunakan pelarut etanol 70% selama 
5 hari sambil sesekali diaduk. Setelah direndam selama 5 hari, serbuk yang 
telah direndam disaring menggunakan kain flanel untuk diambil larutan 
kemudian dilakukan perendaman atau remaserasi lagi selama 2 hari 
berikutnya.  
Hasil maserasi kemudian dipekatkan dengan vacuum rotary evaporator 
(rotavapor) pada suhu 60 oC dengan tujuan untuk menguapkan etanol 70% 
yang masih terdapat pada maserat. Setelah dipekatkan menggunakan vacuum 
rotary evaporator (rotavapor) dilanjutkan penguapan menggunakan 
waterbath pada suhu 60 oC dan diperoleh ekstrak kental daun Afrika 
(Vernonia amygdalina Del.) dengan presentase rendemen sebesar 20,35%.  
Pemilihan pelarut etanol 70% pada proses ekstraksi dikarenakan pelarut 
etanol 70% tidak beracun dan tidak berbahaya. Ekstrak etanol yang telah 
dipekatkan kemudian difraksinasi dengan pelarut campuran etanol:air (2:3) 
dan dipartisi dengan pelarut Etil Asetat menggunakan corong pisah dengan 3 
kali pengulangan. Hasil partisi diperoleh 2 fase, fase yang berada dibagian 
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bawah merupakan fraksi campuran etanol air dan fraksi etil asetat yang 
berada dibagian atas. Hal ini dikarenakan berat jenis pelarut Etil Asetat lebih 
kecil dari berat jenis air sehingga fraksi Etil Asetat berada di bagian atas dan 
campuran etanol-air berada di bagian bawah dalam labu corong pisah. 
 Hasil fraksi Etil Asetat tiap pengulangan ditampung pada satu wadah 
tertutup, Setelah itu hasil fraksinasi yang ditampung dipekatkan di atas 
waterbath pada suhu 60 oC hingga didapatkan ekstrak pekat fraksi Etil Asetat. 
Pemilihan pelarut Etil Asetat pada proses fraksinasi didasarkan pada teori like 
disolve like dimana kelarutan suatu zat hanya akan larut pada pelarut yang 
sejenis. Dengan kata lain, zat yang bersifat polar akan larut pada pelarut polar 
dan zat non polar pun akan larut pada pada pelarut non polar. Pelarut Etil 
Asetat bersifat semi polar sehingga diyakini dapat menarik senyawa flavonoid 
fenolik bentuk aglikon yang ada dalam tanaman Afrika (Vernonia 
amygdalina Del.) Karakteristik Ekstrak etanol dan Fraksi Etil Asetat dapat 
dilihat pada Tabel 4. 
Tabel 4. Karakteristik Ekstrak Etanol Daun Afrika dan Fraksi Etil 
 Asetat Ekstrak Etanol Daun Afrika (Vernonia amygdalinaDel). 
 
No 
 
Jenis Ekstrak 
Karakteristik 
Konsistensi Warna Bau 
1  Ekstrak etanol Kental Hijau 
Kehitaman  
Khas 
2  Fraksi Etil Asetat ekstrak 
 Etanol 
Kental Hijau 
Kehitaman 
Khas 
(Sumber : Data Primer Penelitian, 2018) 
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B. Identifikasi Kualitatif Ekstrak Etanol Daun Afrika (Vernonia amygdalina 
Del) dan Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del.) 
 
Identifikasi kualitatif ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina 
Del.) dan fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina 
Del.) bertujuan untuk memastikan adanya zat aktif pada kedua sampel 
sehingga mempermudah pengujian aktivitas antioksidan serta membandingkan 
perbedaan warna yang terjadi pada ekstrak dan fraksi. Hasil identifikasi 
kualitatif dapat dilihat pada Tabel 5. 
Tabel 5. Identifikasi Kualitatif Ekstrak Etanol Daun Afrika (Vernonia 
         amygdalina Del) dan Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun 
         Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
 
Senyawa 
 
Pereaksi 
 
Pustaka 
Hasil Ket 
E F E F 
 
 
Flavonoid 
Sampel 0,1 g + 
NaOH 
Terjadi perubahan 
warna (Gafur dkk, 
2013) 
Hijau  
hijau 
kehitaman 
Hijau  
kuning 
kecoklatan 
 
+ 
 
+ 
Sampel 0,1 g + 
H2SO4 P 
Terjadi perubahan 
warna (Gafur dkk, 
2013) 
Hijau  
hitam 
kemerahan 
Hijau  
hijau 
kehitaman 
 
+ 
 
+ 
 
 
Polifenol 
Sampel 0,3g + 
10 mL aquadest 
panas + NaCl 
10% + FeCl3 
1% 
Terjadi perubahan 
warna menjadi 
hijau biru hingga 
hitam (Gafur dkk, 
2013) 
Hijau  
hijau tua 
Hijau  
hijau 
kehitaman 
 
+ 
 
+ 
 
 
Tanin 
Sampel 0,1 g + 
1 mL aquadest + 
FeCl3 1% 
Terjadi perubahan 
menjadi biru 
kehitaman atau 
hijau (Gafur dkk, 
2013) 
Hijau  
hijau 
kehitaman 
Hijau  
hijau 
kehitaman 
 
+ 
 
+ 
(Sumber : Data Primer Penelitian, 2018) 
Keterangan : E = Ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
F = Fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina 
      Del). 
(+) mengandung zat aktif 
 
Data hasil identifikasi kualitatif yang tertera pada Tabel 3 menunjukkan 
bahwa ekstrak etanol dan fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika 
(Vernonia amygdalina Del) mengandung senyawa flavonoid, polifenol, dan 
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tanin. Flavonoid memiliki kemampuan antioksidan yang terbukti mampu 
menghambat proses stress oksidatif (Inggrid, 2014). Senyawa polifenol 
merupakan senyawa yang memiliki gugus hidroksi dan berkemampuan 
mendonorkan hidrogennya sehingga senyawa ini dapat berfungsi sebagai 
antioksidan (Cahyaningrum, 2016). Senyawa polifenol memiliki kandungan 
senyawa tanin sebagai salah satu kandungan antioksidan alami dalam 
tumbuhan sehingga semakin besar kandungan tanin dalam senyawa polifenol 
maka semakin besar aktivitas antioksidan yang mampu menangkap radikal 
bebas. Setelah memastikan adanya kandungan senyawa aktif dalam hasil 
fraksinasi kemudian dilakukan dengan uji aktivitas antioksidan. 
C. Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun 
Afrika (Vernonia amygdalina Del). 
     Sebelum melakukan pengujian aktivitas antioksidan terlebih dahulu 
dilakukan penentuan panjang gelombang maksimal. Pada penentuan panjang 
gelombang digunakan blanko berupa etanol 95% dan larutan DPPH dimana 
diperoleh absorbansi sebesar 1,097. Menurut Molyneux praktek yang normal 
di spektrofotometri, konsentrasi DPPH awal di cuvette harus dipilih untuk 
memberikan  absorbansi nilai kurang dari 1,0 (yang sesuai dengan cahaya 
Intensitas dikurangi tidak lebih dari sepuluh kali lipat dalam melewati 
sampel).  
Pengujian aktivitas antioksidan fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun 
Afrika dilakukan pada konsentrasi 10ppm sebagai konsentrasi orientasi. 
Tujuan orientasi pada penelitian ini adalah untuk melihat apakah pada 
konsentrasi 10ppm absorbansi yang didapatkan sudah memenuhi persyaratan 
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hukum lambert beer yakni pengukuran serapan cahaya pada daerah sinar 
tampak 200-800 nm.  
Pada konsentrasi 10ppm, absorbansi yang didapatkan sebesar 1,156 
sehingga konsentrasi dinaikkan menjadi 20, 30, 40, 50, dan 60ppm dengan 
menggunakan 3 replikasi dari masing-masing konsentrasi yang diukur pada 
panjang gelombang maksimum. Hasil pengukuran absorbansi yang terbaca 
oleh spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat pada Tabel 6. 
Tabel 6. Peredaman (%) Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun  
Afrika (Vernonia amygdalina Del) Terhadap DPPH. 
 
Konsentrasi 
(ppm) 
Persen Peredaman  
Rata-rata Persen 
Peredaman ± SD 
Persamaan 
Regresi 
Linear 
Replikasi 
1 
Replikasi 
2 
Replikasi 
3 
20 27,894 28,896 36,189 30,993 ± 9,054 y = 2,438+ 
 
1,678x 
 
r = 0,987 
30 42,844 38,742 44,211 41,932 ± 2,846 
40 55,606 54,512 57,976 56,031 ± 1,770 
50 58,705 59,708 61,987 60,130 ± 0,617 
60 63,810 62,351 65,542 63,901 ± 1,597 
(Sumber : Data Primer Penelitian, 2018) 
 
Data pada Tabel 4 diperoleh persamaan regresi linear y=2,438+1,678x  
dengan koefisien korelasi (r) 0,987. Nilai r pada persamaan regresi digunakan 
agar dapat mengetahui arah hubungan antara dua variabel. Besarnya koefisien 
korelai (r) antara dua variabel adalah 0 hingga 1, jika dua buah variabel 
memiliki nilai r=0 , artinya antara dua variabel tersebut tidak ada hubungan. 
Sebaliknya jika dua buah variabel memiliki nilai r= ± 1, maka dua buah 
variabel tersebut memliki hubungan yang sempurna. Oleh karena itu 
berdasarkan nilai (r) pada persamaan diatas, dimana nilai (r) bernilai positif 
dapat diketahui bahwa hubungan antara dua buah variabel memiliki keeratan 
yang sempurna yaitu semakin tinggi konsentrasi fraksi Etil Asetat ekstrak 
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etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) maka semakin besar pula 
persen peredamannya. Jika digambarkan dalam grafik korelasi konsentrasi 
fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del) dan 
persen peredaman seperti pada Gambar 4. 
Gambar 4. Grafik Kurva Korelasi Peredaman DPPH (%) oleh Fraksi Etil 
   Asetat Ekstrak Etanol Daun Afrika dengan Konsentrasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Grafik korelasi peredaman diatas terlihat tidak mendekati dengan 
garis linear hal ini kemungkinan dikarenakan spektrofotometer UV-Vis 
yang digunakan belum pernah dikalibrasi dan divalidasi sehingga 
absorbansi yang diperoleh tidak mendekati garis linear. Nilai IC50 fraksi Etil 
Asetat ekstrak etanol daun Afrika dapat dilihat pada Tabel 7. 
Tabel 7. Nilai IC50 Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun Afrika 
(Vernonia amygdalina Del) 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Rata-rata IC50 ± SD 
37,497 38,547 33,573 36,539 ± 2,604 
(Sumber : Data Primer Penelitian, 2018) 
Berdasarkan data yang diperoleh dapat diketahui bahwa fraksi Etil 
Asetat ekstrak etanol daun Afrika memiliki nilai rata-rata IC50 sebesar 
36,539 ± 2,604 ppm (Perhitungan terlampir). Nilai tersebut menyatakan 
bahwa fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika memiliki aktivitas 
antioksidan Sangat Kuat karena memiliki nilai IC50 antara 10 ppm sampai 
50 ppm (Hidajat, 2005). Intensitas sangat kuat yang didapatkan pada 
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aktivitas antioksidan fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia 
amygdalina Del) disebabkan karena banyaknya kandungan zat aktif seperti 
flavonoid, polifenol, tanin dan saponin.  Kuatnya aktivitas Antioksidan daun 
Afrika (Vernonia amygdalina Del) disebabkan karena kandungan metabolit 
yang tersari pada saat ekstraksi dengan menggunakan pelarut etanol 70 % 
yang bersifat polar mampu mengekstraksi metabolit secara sempurna dan 
dipartisi dengan menggunakan pelarut Etil Asetat yang bersifat semi polar  
sehingga senyawa metabolit yang ditarik lebih spesifik dan terbukti 
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai rata-rata 
intensitas fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika sebesar 36,539 ± 
2,604 ppm. 
  
BAB V 
SIMPULAN DAN SARAN 
 
A. Simpulan 
Fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika (Vernonia amygdalina Del)   
memperlihatkan Aktivitas Antioksidan sangat kuat dengan nilai rata-rata IC50 
Fraksi Etil Asetat ekstrak etanol  sebesar 36,539 dan simpangan baku atau   
standar devisiasi ± 2,604.  
B. Saran 
1 . Bagi masyarakat 
  Masyarakat dapat membudidayakan tanaman Afrika sebagai salah satu  
tanaman berdaya antioksidan alami. 
      2 . Bagi peneliti selanjutnya 
a. Peneliti selanjutnya diharapkan melakukan uji efektifitas antioksidan 
dengan sampel yang sama menggunakan pelarut fraksi yang berbeda.  
b. Peneliti selanjutnya diharapkan melakukan pengujian untuk mengetehui 
efek farmakologi maupun daya hambat ekstrak etanol daun Afrika 
(Vernonia amygdalina Del) terhadap Bakteri. 
c. Dapat dilakukan isolasi senyawa aktif yang terkandung dalam fraksi Etil 
Asetat daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.) sehingga diketahui 
lebih pasti senyawa yang berperan sebagai antioksidan. 
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LAMPIRAN 
 
Lampiran 1. Skema Pembuatan Simplisia 
Daun Afrika 
Pengambilan daun Afrika 
Sortasi basah 
Perajangan dan Pencucian 
Pengeringan dengan cara diangin-anginkan 
Sortasi kering 
Penyerbukan dan Pengayakkan 
Simplisia daun Afrika 
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Lampiran 2. Skema Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Afrika 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
300 gram simplisia daun Afrika 
Hasil maserasi I 
Diserkai 
Tuang 2.250 mL etanol 70% 
Tutup dan biarkan selama 5 hari 
sambil diaduk 
Masukkan ke dalam bejana 
Ampas direndam kembali 
menggunakan etanol 70% 
sebanyak 750 mL 
Tutup selama 2 hari dan 
sesekali diaduk 
Hasil maserasi II 
Ekstrak kental daun Afrika 
Uapkan dalam rotavapor 
60°C 
Hasil maserasi I dan II 
disatukan 
Diserkai 
Dipekatkan pada water bath 
dengan suhu 60°C 
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Lampiran 3. Skema Fraksinasi Ekstrak Etanol Daun Afrika 
 
30 gram ekstrak kental 
Larutkan dalam 100 mL pelarut 
campuran etanol:air (2:3) 
Partisi 100 mL Etil-Asetat 
Digojok dengan corong pisah 
Diamkan 30-60 menit 
Lapisan Etil Asetat -etanol-air 
Pisahkan lapisan yang terbentuk 
Ambil lapisan atas (Etil-Asetat) 
Lapisan Etil-Asetat 
Lapisan etanol-air difraksi 
ulang hingga larutan jernih 
Ambil lapisan atas (Etil-Asetat) 
 
Fraksi Etil-Asetat 
Ekstrak kental Etil-Asetat 
Dipekatkan pada water bath 
dengan suhu 60°C 
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Lampiran 4. Skema identifikasi kualitatif dan kuantitatif 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fraksi Etil-Asetat 
ekstrak etanol daun 
Afrika 
Pembuatan larutan 
Induk fraksi Etil-Asetat 
Identifikasi kualitatif  
(flavonoid, polifenol, 
tanin dan saponin 
 
Pembuatan konsentrasi 
fraksi Etil-Asetat  
 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm 
 
Pengukuran 
adsorbansi peredaman 
radikal DPPH 
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Lampiran 5. Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol Daun Afrika dan 
Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun Afrika 
 
1. Perhitungan rendemen ekstrak etanol daun Afrika 
 
Rumus : % Rendemen =  
 
Bobot simplisia    = 200 gram 
Bobot cawan kosong  = 36,70 gram 
Bobot cawan + isi  = 77,41 gram 
Bobot isi      = (77,41 – 36,70) gram 
       = 40,71 gram 
 
% Rendemen ekstrak =  
 
   = 20,35 % 
 
Jadi, besar rendemen dari ekstrak etanol daun Afrika adalah 20,35% 
 
2. Perhitungan rendemen fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika 
 
Rumus : % Rendemen =   
 
Bobot ekstrak   = 30 gram 
Bobot cawan kosong  = 51,92 gram 
Bobot cawan + isi  = 64,43 gram 
Bobot isi   = (64,43 – 51,92) gram 
= 12,51 gram 
 
 
% Rendemen fraksi  =  
     
= 41,70% 
 
 Jadi, besar rendemen dari fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika 
adalah 41,70%
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Lampiran 6. Perhitungan Penimbangan DPPH 0,5 mM 
 
Penimbangan DPPH 0,5 mM = BM DPPH x Volume x Molaritas DPPH 
= 394,32 g/mol x 0,05 x 0,5 mM 
= 9,858 mg ~ 10 mg 
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Lampiran 7. Perhitungan dan Pembuatan Seri Konsentrasi dari Larutan 
Induk Sampel 
 
Larutan Induk sampel dibuat konsentrasi 1000 ppm dengan menimbang 100 
mg fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika, dimasukkan dalam labu ukur 
100 mL, lalu ditambahkan etanol 96% hingga tanda batas. 
Perhitungan pembuatan seri konsentrasi menggunakan rumus : 
N1 x V1 = N2 x V2 
a. 20 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
1000 x V1 = 20 x 25 mL 
V1  = 0,5 mL 
Dipipet sebanyak 0,5 mL larutan induk 1000 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% hingga tanda batas. 
b. 30 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
1000 x V1 = 30 x 25 mL 
V1  = 0,75 mL 
Dipipet sebanyak 0,75 mL larutan induk 1000 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% hingga tanda batas. 
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c. 40 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
1000 x V1 = 40 x 25 mL 
V1  = 1 mL 
Dipipet sebanyak 1 mL larutan induk 1000 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% hingga tanda batas. 
d. 50 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
1000 x V1 = 50 x 25 mL 
V1  = 1,25 mL 
Dipipet sebanyak 1,25 mL larutan induk 1000 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% hingga tanda batas. 
e. 60 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
1000 x V1  = 60 x 25 mL 
V1  = 1,5 mL 
Dipipet sebanyak 1,5 mL larutan induk 1000 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% hingga tanda batas. 
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Lampiran 8. Perhitungan dan Pembuatan Seri Konsentrasi Larutan 
Induk Vitamin C 
 
Larutan Induk sampel dibuat konsentrasi 100 ppm dengan menimbang 5 mg 
vitamin C, dimasukkan dalam labu ukur 50 mL, lalu ditambahkan etanol 95% 
hingga tanda batas. 
Perhitungan pembuatan seri konsentrasi menggunakan rumus:  
N1 x V1 = N2 x V2 
a. 2 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
100 x V1 = 2 x 25 mL 
V1  = 0,05 mL 
Dipipet sebanyak 0,05 mL larutan induk 100 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% sampai tanda batas. 
b. 3 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
100 x V1 = 3 x 25 mL 
V1  = 0,075 mL 
Dipipet sebanyak 0,075 mL larutan induk 100 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% sampai tanda batas. 
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c. 4 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
100 x V1 = 4 x 25 mL 
V1  = 0,1 mL 
Dipipet sebanyak 0,1 mL larutan induk 100 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 96% sampai tanda batas. 
d. 5 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
100 x V1 = 5  x 25 mL 
V1  = 0,125 mL 
Dipipet sebanyak 0,125 mL larutan induk 100 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% sampai tanda batas. 
e. 6 ppm 
N1 x V1 = N2 x V2 
100 x V1 = 6 x 25 mL 
V1  = 0,15 mL 
Dipipet sebanyak 0,15 mL larutan induk 100 ppm, dimasukkan kedalam 
labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan etanol 95% sampai tanda batas. 
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Lampiran 9. Perhitungan Persen Peredaman Radikal DPPH oleh Fraksi 
Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun Afrika 
 
Perhitungan persen (%) peredaman dihitung dengan menggunakan rumus : 
 
Persen (%) peredaman =  
1. Replikasi 1 
 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 20 0,791 
2 30 0,627 
3 40 0,487 
4 50 0,453 
5 60 0,397 
 
a. 20 ppm 
 
% peredaman =  = 27,894 % 
 
b. 30 ppm 
 
% peredaman =  = 42,844 % 
 
c. 40 ppm 
 
% peredaman =  = 55,606 % 
 
d. 50 ppm 
 
% peredaman =  = 58,705 % 
 
e. 60 ppm 
 
% peredaman =  = 63,810 % 
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2. Replikasi 2 
 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 20 0,780 
2 30 0,672 
3 40 0,499 
4 50 0,442 
5 60 0,413 
 
a. 20 ppm 
 
% peredaman =  = 28,896% 
 
b. 30 ppm 
 
% peredaman =  = 38,742 % 
 
c. 40 ppm 
 
% peredaman =  = 54,512 % 
 
d. 50 ppm 
 
% peredaman =  = 59,708 % 
 
e. 60 ppm 
 
% peredaman =  = 62,351 % 
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3. Replikasi 3 
 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 20 0,700 
2 30 0,612 
3 40 0,461 
4 50 0,417 
5 60 0,378 
 
a. 20 ppm 
 
% peredaman =  = 36,189 % 
b. 30 ppm 
 
% peredaman =  = 44,211 % 
 
c. 40 ppm 
 
% peredaman =  = 57,976 % 
 
d. 50 ppm 
 
% peredaman =  = 61,987 % 
 
e. 60 ppm 
 
% peredaman =  = 65,542 % 
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Lampiran 10. Perhitungan Rata-Rata Persen Peredaman Fraksi Etil 
Asetat Ekstrak Etanol Daun Afrika 
 
1. Untuk 20 ppm 
 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
27,894 28,896 36,189 
 
Persen peredaman rata-rata =   
= 30,993 % 
 
Data yang dicurigai (x) adalah 36,189. 
Analisis statistik yang digunakan 
SD =  
Keterangan:  = rata-rata persen peredaman 
  X = data yang dicurigai 
  N = banyaknya replikasi 
  SD = Standar deviasi atau simpangan baku 
 
X 
   
27,894  
 
30,993 
-3,099 9,603 
28,896 -2,097 4,397 
36,189 5,196 26,998 
  Jumlah 40,998 
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 SD =  
   
  =  
 
  = 4,527 
Persentase rata-rata menggunakan kepercayaan 95 % 
 
| x –  | ≤ 2 SD 
 
| 36,189 – 30,993 | ≤ 2 x 4,527 
 
  | 5,196 | ≤ 9,054 (data diterima) 
 
Jadi, % peredaman =   
    = 30,993 
 
  ± SD = 30,993  ± 9,054 
 
2. Untuk 30 ppm 
 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
42,844 38,742 44,211 
 
Persen peredaman rata-rata =   
= 41,932 % 
 
Data yang dicurigai (x) adalah 44,211.  
Analisis statistik yang digunakan 
 SD =  
Keterangan:  = rata-rata persen peredaman 
  X = data yang dicurigai 
  N = banyaknya replikasi 
  SD = Standar deviasi atau simpangan baku 
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X 
   
42,844  
 
41,932 
0,912 0,831 
38,742 -3,190 10,176 
44,211 2,279 5,193 
  Jumlah 16,2 
 
 SD =  
   
  =  
   
  = 2,846 
 
Persentase rata-rata menggunakan kepercayaan 95 % 
 
| x –  | ≤ 2 SD 
 
| 44,211– 41,932| ≤ 2 x 2,846 
 
  | 2,279| ≤ 5,692 (data diterima) 
 
Jadi, % peredaman =   
= 41,932 
   ± SD = 41,932± 2,846 
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3. Untuk 40 ppm 
 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
55,606 54,512 57,976 
 
Persen peredaman rata-rata =   
= 56,031 % 
Data yang dicurigai (x) adalah 57,976. 
 
Analisis statistik yang digunakan 
 SD =  
Keterangan:  = rata-rata persen peredaman 
  X = data yang dicurigai 
  N = banyaknya replikasi 
  SD = Standar deviasi atau simpangan baku 
 
X 
   
55,606  
 
56,031 
-0,425 0,180 
54,512 -1,519 2,307 
57,976 1,945 3,783 
  Jumlah 6,270 
 
 SD =  
 
  =  
 
  = 1,770 
 
Persentase rata-rata menggunakan kepercayaan 95 % 
 
| x –  | ≤ 2 SD 
 
| 57,976– 56,031| ≤ 2 x 1,770 
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| 1,945 | ≤  3,540 (data diterima) 
 
Jadi, % peredaman =   
= 56,031  
   ± SD = 56,031 ± 1,770 
 
4. Untuk 50 ppm 
 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
58,705 59,708 61,987 
 
Persen peredaman rata-rata =   
= 60,130 % 
 
Data yang dicurigai (x) adalah 61,987. 
Analisis statistik yang digunakan 
 SD =  
Keterangan:  = rata-rata persen peredaman 
  X = data yang dicurigai 
  N = banyaknya replikasi 
  SD = Standar deviasi atau simpangan baku 
X 
   
58,705  
 
60,130 
-1,425 2,030 
59,708 -0,422 0,178 
61,987 1,857 3,448 
  Jumlah 5,656 
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 SD =  
 
  =  
 
  = 1,681 
 
Persentase rata-rata menggunakan kepercayaan 95 % 
 
| x –  | ≤ 2 SD 
 
| 61,987– 60,130| ≤ 2 x 1,681 
 
  | 1,857 | ≤  3,362 (data diterima) 
 
Jadi, % peredaman =   
= 60,130 
   ± SD = 60,130± 0,617 
 
5. Untuk 60 ppm 
 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
63,810 62,351 65,542 
 
Persen peredaman rata-rata =   
= 63,901 % 
 
Data yang dicurigai (x) adalah 65,542 
Analisis statistik yang digunakan 
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 SD =  
Keterangan:  = rata-rata persen peredaman 
  X = data yang dicurigai 
  N = banyaknya replikasi 
  SD = Standar deviasi atau simpangan baku 
 
X 
   
63,810  
 
63,901 
-0,091 0,008 
62,351 -1,55 2,402 
65,542 1,641 2,692 
  Jumlah 5,102 
 
 SD =  
 
  =  
 
  = 1,597 
Persentase rata-rata menggunakan kepercayaan 95 % 
 
| x –  | ≤ 2 SD 
 
| 65,542 – 63,901 | ≤ 2 x 1,597 
 
  | 1,641| ≤  3,194 (data diterima) 
 
Jadi, % peredaman =   
= 63,901 
  ± SD = 63,901 ± 1,597 
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Lampiran 11. Perhitungan Harga IC50 Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol 
Daun Afrika 
 
1. Replikasi 1 
 
No. Konsentrasi 
(ppm) 
Log Konsentrasi 
(x) 
Persen Peredaman 
(%) 
Probit 
(y) 
1 20 1,301 27,894 4,42 
2 30 1,477 42,844 4,82 
3 40 1,602 55,606 5,15 
4 50 1,698 58,705 5,23 
5 60 1,778 63,810 5,36 
 
persamaan y = a + bx diperoleh dengan analisis antara log konsentrasi (x) 
dan probit (y), harga IC50 diperoleh dari persamaan garis lurus tersebut 
dimana y = 5 (persen peredaman 50%). Dari perhitungan regresi linier 
diperoleh data sebagai berikut : 
a = 1,869 
b = 1,989 
r = 0,988 
Persamaan garis : y = a + bx 
   y = 1,869 + 1,989x 
Probit 5 = 50 % peredaman 
Jika y = 5, maka : 5 = 1,869 + 1,989x 
   x = 1,574 
IC50 = Antilog 1,574 
 = 37,497 ppm 
52 
 
Replikasi 2 
 
No. Konsentrasi 
(ppm) 
Log Konsentrasi 
(x) 
Persen Peredaman 
(%) 
Probit 
(y) 
1 20 1,301 28,896 4,45 
2 30 1,477 38,742 4.72 
3 40 1,602 54,512 5,13 
4 50 1,698 59,708 5,25 
5 60 1,778 62,351 5,31 
 
persamaan y = a + bx diperoleh dengan analisis antara log konsentrasi (x) 
dan probit (y), harga IC50 diperoleh dari persamaan garis lurus tersebut 
dimana y = 5 (persen peredaman 50%). Dari perhitungan regresi linier 
diperoleh data sebagai berikut : 
a = 1,924 
b = 1,939 
r = 0,982 
Persamaan garis : y = a + bx 
   y = 1,924 + 1,939x 
Probit 5 = 50 % peredaman 
Jika y = 5, maka : 5 = 1,924 + 1,939x 
   x = 1,586 
IC50 = Antilog 1,586 
 = 38,547 ppm 
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2. Replikasi 3 
 
No. Konsentrasi 
(ppm) 
Log Konsentrasi 
(x) 
Persen Peredaman 
(%) 
Probit 
(y) 
1 20 1,301 36,189 4,64 
2 30 1,477 44,211 4,85 
3 40 1,602 57,976 5,20 
4 50 1,698 61,987 5,28 
5 60 1,778 65,542 5,41 
 
persamaan y = a + bx diperoleh dengan analisis antara log konsentrasi (x) 
dan probit (y), harga IC50 diperoleh dari persamaan garis lurus tersebut 
dimana y = 5 (persen peredaman 50%). Dari perhitungan regresi linier 
diperoleh data sebagai berikut : 
a = 2,438 
b = 1,678 
r = 0,987 
Persamaan garis : y = a + bx 
   y = 2,438 + 1,678x 
Probit 5 = 50 % peredaman 
Jika y = 5, maka : 5 = 2,438 + 1,678x 
   x = 1,526 
IC50 = Antilog 1,526 
= 33,573 ppm 
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Lampiran 12. Perhitungan Rata-Rata Harga IC50 Fraksi Etil Asetat 
Ekstrak Etanol Daun Afrika 
 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
A = 1,869 A = 1,924  A = 2,438 
B = 1,989 B = 1,939 B = 1,678 
r = 0,988 r = 0,982 r = 0,987 
IC50 = 37,497 IC50 = 38,547 IC50 = 33,573 
 
IC50 rata-rata =  
 
   = 36,539 ppm 
 
Data yang dicurigai (x) adalah 38,547 
Analisis statistik yang digunakan 
 SD =  
 
Keterangan:  = rata-rata persen peredaman 
  X = data yang dicurigai 
  N = banyaknya replikasi 
  SD = Standar deviasi atau simpangan baku 
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X 
   
37,497  
 
36,539 
0,958 0,917 
38,547 2,008 4,032 
33,573 -2,966 8,797 
  Jumlah 13,746 
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 SD =  
 
  =  
 
  = 2,604 
 
Persentase rata-rata menggunakan kepercayaan 95 % 
 
| x –  | ≤ 2 SD 
 
| 38,547 – 36,539 | ≤ 2 x 2,604 
 
  | 2,008| ≤  5,208 (data diterima) 
 
Jadi, rata-rata IC50 fraksi Etil Asetat ekstrak etanol daun Afrika 
 
=   
= 36,539 ppm 
 
  ± SD = 36,539 ± 2,604 
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Lampiran 13. Perhitungan Persen Peredaman Radikal DPPH Oleh 
Vitamin C 
 
Perhitungan persen (%) peredaman dihitung dengan menggunakan rumus : 
 
Persen (%) peredaman =  
1. Replikasi 1 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 2 0,923 
2 3 0,812 
3 4 0,554 
4 5 0,497 
5 6 0,330 
 
a. 2 ppm 
 
% peredaman =  = 4,485 % 
 
b. 3 ppm 
 
% peredaman =  = 18,371 % 
 
c. 4 ppm 
 
% peredaman =  = 42,886% 
 
d. 5 ppm 
 
% peredaman =  = 48,762 % 
e. 6 ppm 
 
% peredaman =  = 65,979 % 
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2. Replikasi 2 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 2 0,882 
2 3 0,800 
3 4 0,571 
4 5 0,480 
5 6 0,311 
 
a. 2 ppm 
 
% peredaman =  = 9,072 % 
 
b. 3 ppm 
 
% peredaman =  = 17,525 % 
 
c. 4 ppm 
 
% peredaman =  = 41,134 % 
 
d. 5 ppm 
 
% peredaman =  = 50,515 % 
 
e. 6 ppm 
 
% peredaman =  = 67,938 % 
3. Replikasi 3 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 2 0,875 
2 3 0,807 
3 4 0,536 
4 5 0,433 
5 6 0,295 
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a. 2 ppm 
 
% peredaman =  = 9,793 % 
 
b. 3 ppm 
 
% peredaman =  = 16,804 % 
 
c. 4 ppm 
 
% peredaman =  = 44,742 % 
 
d. 5 ppm 
 
% peredaman =  = 55,360 % 
 
e. 6 ppm 
 
% peredaman =  = 69,587 % 
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Lampiran 14. Perhitungan Harga IC50 Vitamin C 
 
1. Replikasi 1 
 
No. Konsentrasi 
(ppm) 
Log Konsentrasi 
(x) 
Persen Peredaman 
(%) 
Probit 
(y) 
1 2 0,301 4,485 3,25 
2 3 0,477 18,371 4,08 
3 4 0,602 42,866 4,82 
4 5 0,698 48,762 4,97 
5 6 0,778 65,979 5,41 
 
persamaan y = a + bx diperoleh dengan analisis antara log konsentrasi (x) 
dan probit (y), harga IC50 diperoleh dari persamaan garis lurus tersebut 
dimana y = 5 (persen peredaman 50%). Dari perhitungan regresi linier 
diperoleh data sebagai berikut : 
a = 1,946 
b = 4,48 
r = 0,992 
Persamaan garis : y = a + bx 
   y = 1,946+ 4,48x 
Probit 5 = 50 % peredaman 
Jika y = 5, maka : 5 = 1,946+ 4,48x 
   x = 0,681 
IC50 = Antilog x 
= Antilog 0,681 
 = 4,797 ppm 
2. Replikasi 2 
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No. Konsentrasi 
(ppm) 
Log Konsentrasi 
(x) 
Persen Peredaman 
(%) 
Probit 
(y) 
1 2 0,301 9,072 3,66 
2 3 0,477 17,525 4,08 
3 4 0,602 41,134 4,77 
4 5 0,698 50,515 5,03 
5 6 0,778 67,938 5,47 
 
persamaan y = a + bx diperoleh dengan analisis antara log konsentrasi (x) 
dan probit (y), harga IC50 diperoleh dari persamaan garis lurus tersebut 
dimana y = 5 (persen peredaman 50%). Dari perhitungan regresi linier 
diperoleh data sebagai berikut : 
a = 2,414 
b = 3,830 
r = 0,989 
Persamaan garis : y = a + bx 
   y = 2,414 + 3,830x 
Probit 5 = 50 % peredaman 
Jika y = 5, maka : 5 = 2,414 + 3,830x 
   x = 0,675 
IC50 = Antilog x 
= Antilog 0,675 
 = 4,731 ppm 
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3. Replikasi 3 
 
No. Konsentrasi 
(ppm) 
Log Konsentrasi 
(x) 
Persen Peredaman 
(%) 
Probit 
(y) 
1 2 0,301 9,793 3,72 
2 3 0,477 16,804 4,05 
3 4 0,602 44,742 4,87 
4 5 0,698 55,360 5,13 
5 6 0,778 69,587 5,52 
 
persamaan y = a + bx diperoleh dengan analisis antara log konsentrasi (x) 
dan probit (y), harga IC50 diperoleh dari persamaan garis lurus tersebut 
dimana y = 5 (persen peredaman 50%). Dari perhitungan regresi linier 
diperoleh data sebagai berikut : 
a = 2,418 
b = 3,919 
r = 0,981 
Persamaan garis : y = a + bx 
   y = 2,418 + 3,919x 
Probit 5 = 50 % peredaman 
Jika y = 5, maka : 5 = 2,418 + 3,919x 
   x = 0,658 
IC50 = Antilog x 
= Antilog 0,658 
 = 4,549 ppm 
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Lampiran 15. Perhitungan Rata-Rata Harga IC50 Vitamin C 
 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 
A = 1,946 A = 2,414  A = 2,418 
B = 4,48 B = 3,830 B = 3,919 
r = 0,992 r = 0,989 r = 0,981 
IC50 = 4,797 IC50 = 4,731 IC50 = 4,549 
 
IC50 rata-rata =  
 
   = 4,692 ppm 
 
Data yang dicurigai (x) adalah = 4,797 
Analisis statistik yang digunakan 
 SD =  
 
Keterangan:  = rata-rata persen peredaman 
  X = data yang dicurigai 
  N = banyaknya replikasi 
  SD = Standar deviasi atau simpangan baku 
 
X 
   
4,797  
 
4,692 
0,105 0,011 
4,731 0,039 0,001 
4,549 -0,143 0,020 
  Jumlah 0,032 
 
 SD =  
 
  =  
 
  = 0,126 
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Persentase rata-rata menggunakan kepercayaan 95 % 
 
| x –  | ≤ 2 SD 
 
| 4,731 – 4,692 | ≤ 2 x 0,126 
 
  | 0,039 | ≤  0,252 (data diterima) 
 
Jadi, rata-rata IC50 vitamin C 
 
= =  
= 4,692 ppm 
 
  ± SD = 4,692 ± 0,126 
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Lampiran 16. Dokumentasi 
     
Hasil maserasi  Penguapan dengan rotavapor 
  
    Penguapan diatas water bath     Ekstrak etanol daun Afrika
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 Fraksinasi menggunakan corong pisah   Hasil Fraksinasi Ekstrak etanol 
 
  
             Pembuatan Seri Konsentrasi 
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     Lampiran 17. Uji Aktivitas Antioksidan Sampel 
 
 
68 
 
 
          Lampiran 18. Panjang Gelombang Maksimum DPPH 
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 Lampiran 19. Determinasi Daun Afrika (Vernonia amygdalina Del.) 
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 Lampiran 20. Surat Ijin Penelitian 
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 Lampiran 21. Surat Selesai Penelitian 
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Lampiran 22. Tabel Probit 
Probit (deviasi normal + 5) sesuai dengan persentase dalam margin 
 
 
 
 
 
